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素の産生を確認する乙とが出来た。更に著者は ζれ
緒
一 吉
Pseudomonas 1<:.属する細菌は polar 1<:.mono-
trichous或は lophotrichousと呼ばれる鞭毛の着
生を示す梓菌ωであるが，通常水溶性の蛍光色素を
産生するので日本語で笠光菌と名付けられている。 
ζの水溶性の色素は例えば代表的な菌種の一つで
ある Pseudomonasfluorescensなどでは普通の培
養基の中に容易に産生されるので只それを観察する 
丈で菌の診断がつく。所が多くの Pseudomonasの 
菌種或は菌株の中Kは， ζの色素の産生が弱くて殆
んど識別出来ないものがある。
Bergey's manual(1)(1957)を見ると， Psudomo・ 
nasの土壌及び淡水菌種群を1.水溶性の蛍光色素
を産生するものと， 2.水溶性色素を産生しないもの
或はその産生が報告されていないもの，1<:.分類し前 
者の 29菌種l乙対し後者の 22菌種が記載されてい
る。
叉，海水及び食塩菌種群も鐙光色素を出すものと
出さないものに分け，乙の場合は産生菌種は只1菌 
種であるのに対して 10菌種が非産生菌として収録
されている。乙の様に蛍光菌といっても質光色素を 
産生しない菌種が意外に多いのである。
われわれが食物や其の他の自然界から Pseudo-
monasを分離しそれを診断する場合，鐙光色素産 
生のない菌種の場合には屡々非常な困難を感ずるの
である。果して ζれらの色素非産生菌種と称せられ
ている菌群は真に非産生菌であるであろうか，若し
培養条件を工夫するならば色素産生が認められない
か。
乙の点を究明する為に本研究が企てられたのであ 
るが， Sullivanωの合成培地を用い，培養条件を工
夫することによって従来色素非産生菌株とじて記載 
された淡水菌及び海水菌の総てから水溶性の蛍光色
らの色素の pHfluorescence curve並びに分光鐙
光特性を測定する乙とによって，Pseudomonas 
fluorescensの産生する蛍光色素とは若干の性質を
具にするものであることを明らかにすることが出来
たので，その大要を ζこに報告する。 
実験方法並びに実験材料
1. 供試細菌
(a)色素産生の見られない淡水性蛍光菌: 当研
究所に於て相磯〈3〉，長谷川山等が腐敗細菌として蒐
集し，その性状を記載した土壌或は淡水系の Pse-
udomonas 40株の中lζ普通の培養では明確には鐙 
光色素の産生を認めることが出来ないものが第 3表
に記載した如く 11-株あるが，乙の菌株を使用した。
(b)海水性蛍光菌: 当研究所に於て駿河湾(5)及
び東京湾の海水から分離した好塩性を有する多くの
蛍光菌の marineformの中から，それぞれ若干の
性状を異にする菌群の代表 5株を選定して使用し.
Tこ。乙れらの菌の性状を第 1表及び第2表に掲げ
?こ。
(c)所謂病原性好塩菌: 最近問題になっている
急性胃腸炎を主徴とする食中毒の原因菌として報告
されている滝川菌ω (Pseudomonas enieritides 
Takigaωり並びに相磯らが分離した HR-7株，更
に長崎県衛生研究所K於て分離，相磯〈りらがその病
原性を報告している所謂長崎株の 3株を使用した。
乙の内 HR-7，長崎株の 2株はときに 1本の太い端

毛性の鞭毛と細い周毛性の鞭毛様物質を電子顕微鏡

写真で認めるので，果して Pseudomonasか或は

Achromobacterか決定されないでいる菌株である

が一応蛍光菌に含めておいた。

(d)対照として使用した細菌: 先ず典型的な鐙
光色素産生菌である Pseudomonasfluorescens. 
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AHH-30株を色素産生の対照として使用した。更
に色素を産生しない他属の細菌のうち，当研究所K
十十十十十 十
保存されている腸内細菌群 105株を実験に供した。
その内訳は第4表に示されてある。 
2. 色素産生の為の培養条件
鐙光菌の蛍光色素産生は普通ブイヨン，普通ブイ
並びに固形培地で極めて容易に観察されるわけであ
peptone (No. 3) g1ucose agarがよいとされてい
agarも併用している。所で本研究に使用した菌株
は総て以上の培地を使用した丈では蛍光色素の産生
は明らかには認めにくいもののみである。
そとで潜在的に有する色素産生能を充分に発揮さ
せる為の強制的色素産生培地として， Sullivanが最
初に記載し， Elliotがめらが推賞している合成培地に 
g1ycero1を加えた次の如き処方のものを用いた。 
KzHP04，0%1.glycero1 %，01.asparagine 0.5-
0.2%，MgS04・7HzO 0.2%，pH 7.2. 但し海水性の
蛍光菌には以上のものに 3.0%R NaC1を添加し
た。叉上記の合成培地の成分中どの試薬も鐙光物質
を混入しないものをえらんだ。
乙の培地を滅菌 Seitzfilterで憶過し，滅菌坂口
コノレベジに分注し無菌試験後使用じた。又i固定培
地としては同じ処方のものの slantを作製した。
培養方法としては温度は 270Cとし，液体培地の
場合は坂口コルベンを使用して充分 aerationを行
う目的で振翠培養を行ったが，培養室は暗い部屋を
えらんだ。培養日数は最長 14日とした。培養物に
ついては可視光線及び 365mμ の紫外線下で蛍光色
素産生の有無を判定した。 
3. pH fluorescence curveの作製
鐙光分光光度計で，ある波長の下lζ笹光物質の鐙
光の強さを測定する場合，溶液の pHをかえるとそ
の強さが変化することがあるので，種々の pHの下
で測定すると一つの鐙光物質の pHfluorescence 
curveが作製される。 乙の curveが蛍光物質によ
って特異性があることから蛍光物質の異同を比較す
るのに ζの曲線が利用出来る。
著者は各菌株の培養憶液の 1m11乙各 pHのbuffer 
9mlを加え，目立製蛍光分光光度計を用い 460 Ihμ
の波長で蛍光の強度を測定した。 bu百erRはSoren・ 
senの sodium citrate-HCI，phosphate，及び 
glycoco1-，-NaOHを用いた。 
生の測定，比較1分光盤光特4. 
笹光物質はそれぞれ測定する蛍光の波長の相違に
より鐙光の強さが変り一定の極大並びに極小の曲線
を作製することが出来る。この蛍光特性を比較する
ことによって蛍光物質の異同の鑑別が出来る。
著者は上記の蛍光分光光度計を用いて，各供試菌
の culturefi1trate 1m1 r7.0のphosphatebu旺erc.
9mlを加えて測定を行った。
実験成績
1. 非色素産生土壌及び淡水性蛍光菌〆 
(1)蛍光色素の産生 
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proteose peptone slantやおh mea t infusion 第 1図 淡水性菌株の壁光色素産生曲線 
agarで蛍光色素の産生の認められなかった 11株の
非色素産生ωの soilor fresh water Pseudomonas 60 
を上記の asparagine-glycerolsynthetic medium 
を用いて 270 Cで shakingcul tureを行うと，対照
50 
の Pseudomonasfluorescens AHH-30株の green 
fiuorescent pigment 1[.比較すれば蓬かに弱いが， 同 
3--5日で淡黄色の色素の産生が認められ，これに紫 Z540 
υ 
外線を照射してみると greenishblueの色調の蛍 2。
光がたしかめられた。とれを菌種別に表示すると第 口 
3表のようである。 Ps.αrvilla，Ps. desmolytica， (i30 
Ps. saloρia，Ps. d， 
~ 
αcunhaeの4菌種は Bergey's 
manual (1957)では pigmentnot formed or not 20 
reportedの菌種群K入れられているにも拘らず著
者の方法では明らかに蛍光色素の産生が認められ
た。 Ps.ovalisは元来蛍光色素産生株として記載さ 10 
れているのであるが，Ps. ovalis AHH-18株は長
谷川の記載では陰性であって achromogenic vari~ 
antと思われたのであるが， ζの株も矢張り明らか
培養 
に色素産生が見られた。
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Medium 1: Proteose pepton (No. 3) glu-
にした時の蛍光の波長 460mμ の強さを 100として
比較した。但し ζの図では Ps.fluorescensの場合
には 100mcgjmlのものを用いた。 ζの図で明らか
のように培養日数と共に色素の蓄積は殆んど直線的
に増加しており 7日で 35--45%K達している。 
( 2) .pH fiuorescence curve 
各菌の培養について pHfiuorescence curve を 
画いで見ると第2図の如くなる。供試菌では対照の 
Ps. fluorescens AHH-30株のそれとはどれも異っ
た曲線をなしている。特l乙アルカリ側K於て AHH 
-30株のそれが強く下降しているのは反して供試菌
では AHH-9株では著明に，他の株でも明らかに上
昇しているのがわかる。又，供試菌相互もそれぞれ
cose agar 
Medium 2: Fish meat infusion agar 
Medium 3: Asparagine glycerol synthetic 
broth (shaking cul ture) 
供試菌3株の培養について日を逐うて色素の増加
を測定して見ると第 1図のようになる。乙の場合は
若干の相違を見せている。 
(3) 分光蛍光特性
各供試菌の培養について分光蛍光特性を測定した
結果が第3図である。対照の Ps.fluorescens AHH 
-30株のものは 470mμK極大がある。供試菌の場
合もその peakは大約 460--470mμ にあり ，Ps. 
鐙光の 460mμ の波長での強さを測定したのである fluorescensのそれと類似しており，乙の場合は明確
が，鐙光標準液として硫酸キニーネを使用した。即 にはその異同を鑑別することが出来にくいようであ
ち硫酸キニ{ネを 1j10規定硫酸に溶解し， 5mcgjml った。
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第 2図淡水性菌株の pH fl.uorescence curve 第 4表 腸内細菌による対照試験
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U W  
は全くその記載のない各種腸内細菌を用いて， 
asparagine-glycerol medium による 14日の振謹 20 
培養を行って，その鴻液について色素産生の有無を
調べた。その結果は第4表のようで， Proteus， 10 
Serra tia，Aero bacter，Escherichiaの合計 105株
中1株も認め得べき色素の産生はなかった。
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3. 海水性蛍光菌 
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第 3図 淡水性菌株の分光蛍光特性 

政 1， 
別報(9)で、記載、した如く飯田，富平，斎藤らの蒐集，
分類した Pseudomonasの marineform 60株に
ついて， asparagine-glycerol-NaCl slantで固形
培地による色素産生株の screening を行ったので
あるが，こ ζでは乙れらの代表菌株である AIS-3， 
AIS-5，AIS-18，AIS-41，AIS-44の5株について淡
水性菌の場合と同様の実験を行った。本実験では本
菌の最も発育に良好な食塩濃度 3%の培地を使用し
たが，振謹培養 3--5日で紫外線下で pale purple 
の色調を示す蛍光が全株K認められた。
鐙光色素産生曲線を作製して見ると第4図の如く
である。即ち AIS-41，AIS-44株では 10日間で 35 
--52%の蛍光の強さを示す程度にまで色素の蓄積
が見られるが， AIS-3，AIS-18の両株ではその産生
は弱く僅かに 15--20%に止った。
第 4図 海水性菌株の蛍光色素産生曲線 
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に特徴ある相違を見せており，例えば AIS-5株で
は pH2で極大となり漸次下降して pH7.0で谷を
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乙の菌群の蛍光分光特性を見ると第6図の如くで
ある。即ち蛍光の強さの peakは440rnμlとある株
10 
と， 455 rnμ にあるものとに分れている。しかしい
ずれも Ps.fluorescensのそれの 470rnμ とはかな
り左によっており，叉淡水性の菌群の peakよりも
左にずれている。 
4. 病原性好塩菌及びその類似菌 (2) pH fiuorescence curve 
( 1 )蛍光色素の産生 第 8図lζ示した如く Ps. enteritides Takigawa 
Pseudomonas enteritides Takigawa及び相磯が と HR-7株のカーブは極めて類似しており pH5.0 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
pH 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 日
培養日数 
作り，以後上昇して pH10で最高を示す曲線が得
られているし， AIS-3，AIS-18の両株ではむしろ多
極性のヂグザクな曲線を画く傾向にある。
第 5図海水性菌株の pH丑uorescencecurve 
80 AIS-44株 
70 
10 
500 mp 
浜名湖のボラ中毒の検体から分離した HR-7株，長
崎県衛研K於て食中毒検体から分離された長崎株の 
3株を用いて同じ実験を行った。
著者の培地による振襲培養の結果では 2~4 日で
淡黄色の可溶性色素の産生と同時に紫外線の照射で 
pale purpleの蛍光がみられた。乙の色調は 3株と
も全く同様であり，Ps. fluorescensのそれとは著し
く異っていたが，非病原性の海水性の蛍光菌とは可
成り類似した感じであった。その色素産生曲線は第 
7 図に掲げた。 10 日培養で盤光の強さは 30~40% 
K達した。
第 7図 病原性菌株の鐙光色素産生曲線 
50 
( 2) pH fiuorescence cerve 
上記の 5株の pHfiuorescence curveを作製す
ると第5図の如くなる。 Ps.fluorescensの green 
fiuorescent pigrnentでは pH 6~7 で蛍光の強き
が最高になるのに対して， ζ の菌群では pH4~6 の
聞に一つの山を作り， pH 8~9 の聞のもう一つの山
との聞に pH7.0の著明lζ下降した一つの谷を形成
している。尤も個々の株相互ではそれぞれこの曲線
第 6図 海水性菌株の分光壁光特性 
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Pseudomonasの産生する watersolubleの 
fluorescent pigment は bacterialfluorescein或
は fluorescinの名で知られているが， Turfreijer 
は pyoverdine(8)，(0)なる termを使用している。
第 8図 病原性菌株の pHfluorescence curve 
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lと peakがあり， pH 6.0で谷となりアルカリ側で
上昇している。長崎株では pH5の peak，pH 8の 
peakの開花 pH 7.0の谷があって 2極性が認めら
れ?こ。 
叉，淡水性の菌株では pHによる色調の変化があ
ったが，病原性菌では各 pHとも同じ色調を示した。
(3 )分光蛍光特性
3株の分光鐙光特性は第9図 l乙掲げた。 3株共 
435~440înμ に共通の peak があり，前述の ma­
rine formの AIS-18，AIS-41，AIS-44株のそれと
一致していた。元来との 3株は共に marineorigin 
であって只病原性の点で区別したのであるが，著者
の成績では海水性の菌株との聞に蛍光の点では殆ん
ど本質的な区別がつけがたい様に思われた。
第 9図 病原性菌株の分光盛光特性 
30 
Pseudomonas fluorescensの産生する greenfluo・ 
rescent pigment がその代表的のもので水，氷酷
酸，フェノーJレ，含水アルコール，含水アセトンに
可溶である。アルカリ性にするとその色調は笹光性
のある緑色になり，酸性にすると色調が無くなる。
本物質は或程度まで精製が出来るのであるが未ピ結
晶化されていない。
本色素の産生条件については Seleen(1)， King 
等多数の研究者によって)(8Elliott13)，Totter((12)， 
報告され， mineralの効果， simple solid media 
の使用とか，通気の効果とか，暗い場所での培養の
効果等が知られている。しかし色素産生の最もすヤ
れた培地は Su1livanの asparagine合成培地であ
る。著者は更に ζれに glycerolを加えたものを用
いてよい結果を得た。
実験に使った淡水性の菌株 11株のうち 10株は 
Ps. arvilla，Ps. desmolyti弘 Ps.saloρz弘 Ps.dacu圃 
nhaeと同定されたものでいずれも色素産生の記載
の無い菌種である。著者の方法でζれらの菌株から
鐙光色素の産生が認められたことはこれらの菌株が
潜在的には色素産生能を有する乙との証拠である。 
他の 1 株は Ps~ ovalisと同定されたものでこの菌種 
は元来色素産生菌であるので，乙の Achromogenic 
varietyからは特に容易に色素産生能を引出すこと
が出来た。
使用した菌株が少いので乙れ丈の実験をもって総
ての Pseudomonasの非色素産生菌種について同様
の観察がなされるか否か断定は出来ないが， Pseu-
domonasは総て水溶性の鐙光色素を産生すると云
う推論(4)1ζ一つの論拠を与えたものと思われる。 
Pseudomonasの marineform については只1
菌種を例外として蛍光色素産生の記載がない。
。 ， “AU 
同 
同υ
町一同財 
υ Z 著者の成績では食中毒原因菌と推定されている滝
川氏の分離菌 Ps.enteritides Takigaωα を合めて
J. 
供試菌全株の好塩性菌l乙蛍光色素の産生が認められ
た。著者の実験では 7日--10日培養後には肉眼的に
も培養漏液が色素の産生によって弱い黄色に着色さ
れるのが観察され，紫外線照射により明確に淡水菌
では greenishblue 1[.，海水菌では pale purple 
k蛍光が見られた。更に色素産生を培養日数ごとに
比較する乙とによって色素の蓄積が日毎托増大する 
ζとをも認知することが出来たので，外部から蛍光
物質が持ちとまれたのではなく菌により色素が産生
されたものと断定して差支えないと思う。 
ohnstone(5)は Azotobacterの蛍光色素につい
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て pHfluorescence curveを作って Azotobαcter 
agileの産生する笹光色素が 2極性で peakが pH 
4---5及び pH7..:-.9にあることを報告しており，培
養漏液を用いて pHfluorescence curveを画いて
鐙光の性質を検討するととが出来るととを示唆して
いる。
著者は Johnstoneの研究を参考iとして pHfluo・ 
rescence curveを作製したのであるが，よくその目
的を達し，各蛍光色素の異同を知る乙とが出来た。
分光鐙光特性についても vitamineB等の蛍光物
質のみならず，細菌性の鐙光色素の同定にも利用出 
来ることを知ったので，目立製分光鐙光光度計を用
の蛍光の強きの極大Ps.fiuorescensこ。Tいて実施し 
を示す波長は 470mμ にあるが，淡水菌群はそれよ 
りも短かい波長で 460---470mμ にあり，海水菌群で
は更に左により 435--455mバの範囲にありそれぞれ
の分光蛍光特性を知るととが出来た。
著者の培地は簡単な合成培地であり，振謹培養を
最長 7--14日間する丈であるから実験術式としては
極めて容易である。
Psendomonas以外の水中菌で周毛性の Achro-
mobacter等がこの方法で色素を産生するか否かは
なお若干の検討を要する所であるが，本研究は細菌
色素の実験法としてばかりでなく Pseudomonasの
同定の一助として実際に役立ち得るものと考えられ
る。
総 括
著者は PseudomonasK属する細菌で普通の培養
方法では watersolubleの日uorescent pigmen t 
即ち pyoverdineの産生が認められない菌株につい
て，培養方法の考案によって強制的に該色素を産生
させs その笹光性状を比較する研究を行った。
その目的とする所は，このような笹光色素非産生
菌の同定を容易ならしめるにある。得られた成績は
大よそ下の如くである。 
1. 使用した細菌は淡水性の Pseudomonasで鐙
光色素の産生が見られなかった株 11株，海水から
分離した seawater pseudomonas 5株，病原性好
塩菌として知られている滝川菌とその類似菌 2株，
対照として Ps.fiuorescens 1株並びに腸内細菌105
株である。 
2. 培地は Sullivanの培地を修正した aspara-
gine-glycerol-mineral synthetic mediumで，培
養方法は 270C，振翠培養7日---14日を原則とした。
3 ‘ α，Ps.αrvillα，Ps. desmolyticα，Ps. sαlopi， 
Ps. dacunhae等の鐙光色素非産生菌として記載さ 
れている菌種でも著者の方法で蛍光色素を産生させ
ることが出来た。その色素は Ps.fiuorescensのそ
れと類似しているが， pH fluorescenceωrve，分
光蛍光特性l乙於てそれぞれ若干の相違点を示した。
4. 従来蛍光色素産生が知られていない海水性並 
びle病原性質光菌も本法により鐙光色素を産生させ
るととが出来ることを知った。その色素は可視光線
では微黄色，紫外線下では palepurpleであった。
pH fluorescence curve，分光笹光特性を測定し
てその性状を比較し淡水性のものと若干の相違を認
めに。
5. 対照に用いた大腸菌群，プロテウス菌，セラ
チア等の腸内細菌で、は本法を扇いても何等の鐙光色
素の産生も認められなかった。
6. 以上の成績から笹光色素非産生壁光菌といえ
ども培養条件を改良する ζとにより，潜在的民有す
る色素産生能を刺激して鐙光色素を産生させる ζと
こ。7が出来る事実を知り得・ 
稿を終るに臨み終始御指導を賜わり御校閲の
労を戴きました相磯教授に深甚の謝意を表し種
々御援助を戴いた加藤助手並びl乙数室員各位lζ
厚く謝意を表します。
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